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論文内容の要旨
【緒言】
　重症感染時、好中球はヒストンやMPO、DNAを放出し、Neutrophil extracellular traps ; 
NETsを形成する。NETsは細菌を捕捉、殺菌し、感染が全身播種するのを防いでいるが、
血管内皮を傷害することが報告されている。
　重症敗血症では線溶系が抑制され、相対的に凝固優位となり全身性播種性血管内症候群
（DIC）が生じやすいことが指摘されている。このような病態での過剰なNETs形成は、微小
循環障害を招き、多臓器不全を惹起する可能性がある。
　NETs形成は活性化血小板によって惹起される。トロンビンは強力な血小板活性化因子
であるため、トロンビンがNETs形成に関与している可能性がある。
我々は、トロンビン制御因子であるthrombomodulin；TMがNETs形成抑制作用を持つか
どうかを検証した。
　本実験では、まずトロンビンのNETs形成への関与を確認し、次にrecombinant human 
soluble TM；rhs-TM及びunfractionated heparin；UFHによるNETs形成抑制効果を測定
した。さらに敗血症モデルマウスにおけるrhs-TMの治療効果を検討した。
【目的】
　NETs形成へのトロンビンの関与を明らかにし、TMのNETs形成阻害作用を検討した。
敗血症モデルマウスにおけるrhs-TMの治療効果を検討した。
【方法】
　ヒト好中球と血小板を共培養し、LPSとThrombin - receptor activating peptide；TRAP
で刺激した。また、ヒト好中球と血小板の共培養にLPSとトロンビン阻害剤であるHirudin
を添加し、NETs形成を共焦点顕微鏡で観察した。次に、ヒト好中球と血小板の共培養をLPS
及びTRAPで刺激し、LPS＋rhs-TM添加群、LPS+UFH添加群、LPS+UFH+antithrombin；
AT添加群、TRAP+rhs-TM添加群に分類し、NETs形成を共焦点顕微鏡で観察した。最後
に、マウスにLPSを腹腔内投与し、72時間後の生存率が50%となるLPS誘導性敗血症モデル
マウスを作成した。敗血症モデルマウスにrhs-TMを後投与し、生存率、血清中のサイトカ
イン濃度、NETs形成量、肝臓でのNETs形成を観察した。
【結果】
　ヒト好中球と血小板の共培養において、LPS、TRAP添加はNETs形成を引き起こした。
LPS+Hirudin添加群ではNETs形成の抑制を認めた。LPS+rhs-TM添加群ではNETs形成が
抑制されたが、LPS+UFH添加群、LPS+UFH+AT添加群ではNETs形成は抑制されなかっ
た。TRAP+rhs-TM添加群ではNETs形成の抑制を認めた。LPS誘導性敗血症モデルマウス
において、LPS+rhs-TM投与群では、非投与群と比較して、生存率が改善していた。また、
LPS+rhs-TM投与群では、炎症性、抗炎症性サイトカインの産生は抑制され、NETs形成
も抑制された。
【考察】
　TRAP刺激でNETs形成が誘導されたこと、LPS誘導性NETs形成がHirudinで阻害された
ことにより、NETs形成にはトロンビンが関与している可能性が示唆された。TMはLPS刺
激によるNETs形成だけでなく、TRAP刺激によるNETs形成も抑制していることから、TM
がNETs形成を抑制した機序は単にLPS中和作用のみではないと推察される。一方で、UFH
はATを添加しても、NETs形成は抑制されなかった。生体内で、UFHは流血中に存在し、
TMは血管内皮上に存在する。生体内に存在するTMはNETsによる血管内皮傷害から血管
内皮を保護している可能性が示唆された。
　敗血症モデルマウスへのrhs-TMの後投与において、サイトカイン産生抑制、血清中及
び肝臓内でのNETs形成抑制効果が認められた。末梢血NETs形成モデルにおいて、HMGB1
非存在下でもrhs-TMはNETs形成を抑制したことから、rhs-TMのNETs抑制作用はHMGB1
中和作用のみでなく、他の機序もかかわっていると推察される。
【結語】
　NETs形成にはトロンビンが関与しており、TMはNETs形成を抑制して、血管内皮を保
護する作用がある可能性が示唆された。また、敗血症モデルマウスにおいて、rhs-TMの後
投与はサイトカイン産生とNETs形成を抑制し、生存率を改善する可能性が示唆された。
論文審査結果の要旨
　2004年にBrinkmannらは、１）好中球内に存在するヒストン、ミエロペロキシダーゼ（MPO）、
エラスターゼを被ったDNAが能動的に細胞外に放出されること、２）このDNAを中心とし
た網状構造物が細胞外で病原体を殺菌する作用を有することを報告し、NETsと命名した。
最近では敗血症下におけるNETs、血栓形成及び播種性血管内凝固症候群との関連を示唆
する報告がなされている。本研究は、血小板存在下におけるNETs形成が、可溶性ヒト遺
伝子組み換えトロンボモジュリン（rhs-TM）によって抑制されることをin vitroで示し、NETs
形成がトロンビンによって惹起されることを証明した。さらに、LPS腹腔内投与にてマウ
ス敗血症モデルを作成し、その経過におけるNETs形成とrhs-TMの効果をin vivoでも確認
している。すなわち、NETsを肝組織における免疫蛍光染色及び血清中のMPO-DNA量に
て確認するとともに、死亡率、血中サイトカイン量を測定した。その結果、敗血症モデル
におけるNETs形成、炎症性サイトカイン上昇、致死性はいずれもrhs-TM投与で有意に抑
制された。以上のin vitro、in vivoの結果より、トロンビン中和作用をはじめ抗凝固、抗炎
症作用を有するrhs-TMは、過剰なNETs形成を抑制する作用により敗血症の致死性を軽減
していると推察された。本研究は、今後の敗血症治療、病態解明に大いに寄与する可能性
を示していることから、学位論文審査委員会では学位論文として十分な内容であると評価
された。
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